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1．要旨 
 慢性骨髄性白血病(Chronic myeloid leukemia: CML)は、多能性造血幹細胞レ
ベルの未熟血球に 9 番と 22 番染色体の長碗間相互転座が生じ、BCR-ABL 融合遺
伝子の形成によって単クローン性の腫瘍性造血が認められる骨髄増殖性疾患で
ある。 
チロシンキナーゼ阻害薬(Tyrosine kinase inhibitor: TKI)の開発により CML
の予後は劇的に改善された一方、TKI 治療に抵抗性を示す症例も依然存在する。
これまで CML に対する TKI 治療の効果予測因子として確立されたものはなく、
治療後の微小残存病変（minimal residual disease: MRD）の評価法は既に標準
化されているが、治癒を目標とする視点からは改善の余地がある。 
 今回私は、第 2 世代 TKI であるニロチニブの治療効果に影響しうる因子を検
討し、また MRDを高感度で定量的に検出する新規方法を考案した。 
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2．序文 
 CML の発症は、多能性造血幹細胞レベルの未熟血球で 9 番と 22 番染色体長碗
間の相互転座 t(9;22)(q34.1;q11.2)が起こり、Philadelphia(Ph)染色体と呼ば
れる 22番染色体由来の小さな染色体を生じることが発端となる。9 q34.1 には
ABL （Abelson murine leukemia viral oncogene homolog）遺伝子、22q11.2に
は BCR（Breakpoint cluster region）遺伝子が局在しており、相互転座の結果
Ph染色体上に BCR-ABL融合遺伝子が形成される(図 1)。この融合遺伝子産物の 
N末端側を構成する BCR蛋白質は、coiled-coil領域を介しオリゴマーを形成す
ることが知られている。一方、C 末端側の ABL 蛋白質はチロシンキナーゼとして
機能し、その酵素活性は自身の SH2/SH3 ドメインにより構造的に制御され、約
80 のアミノ酸残基からなる CAP ドメインによりその制御は安定化される[1-5]。
BCR-ABL融合蛋白質は BCR蛋白質の coiled-coil領域を介して 4量体を形成する
ことで、ABL 蛋白質の構造的な制御が解除されキナーゼ活性は恒常的となり
[6-8](図 2)、その結果細胞間相互作用とリン酸化カスケードを介して JAK-STAT
経路や MAP キナーゼ経路、PI3K-AKT 経路など様々な細胞内シグナル伝達経路に
異常なシグナルが波及し、過剰な細胞増殖が惹起される。 
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図 1 フィラデルフィア染色体と BCR-ABL 融合遺伝子の形成 
多能性造血幹細胞レベルの未熟血球に9番と22番染色体長碗間の相互
転座 t(9;22)(q34.1;q11.2)が起こり、Philadelphia(Ph)染色体と呼ば
れる 22 番染色体由来の小さな染色体を生じる。9 q34.1 には ABL 
（Abelson murine leukemia viral oncogene homolog）遺伝子、22q11.2
には BCR（Breakpoint cluster region）遺伝子が局在しており、相互
転座の結果 Ph染色体上に BCR-ABL 融合遺伝子が形成される。 
 
 
 
フィラデルフィア染色体 
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図 2 BCR-ABL融合蛋白質の構造 
チロシンキナーゼである ABL蛋白質の活性は通常キナーゼドメイン 
と CAPドメイン、並びに SH2・SH3 ドメインとの分子内相互作用によ 
って厳密に制御されている。BCR-ABL融合蛋白質は、BCR 蛋白質の N 
末端に位置する coiled-coil領域を介して 4量体を形成するためそ 
の制御が外れて、チロシンキナーゼの恒常的な活性化が起こる。 
 
 
 
Biochemistry. 47(21)：5795-5803.2008より抜粋・改変 
coiled coil 領域 
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一般にチロシンキナーゼは、ATP 結合部位に結合した ATP のγ位のリン酸基
を基質蛋白質に転移する。第 1 世代 TKI のイマチニブは ABL キナーゼの ATP 結
合部位に ATP と競合して結合することで基質のリン酸化に続くシグナル伝達を
阻害する [9](図 3)。ABLキナーゼ活性依存的に増殖している CML の腫瘍細胞集
団(Ph クローン)はその増殖シグナルを遮断される結果、アポトーシスによる細
胞死へと選択的に誘導される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 イマチニブの作用機序 
イマチニブは ABL キナーゼの ATP 結合部位に ATP と競合して結合する 
ことで基質のリン酸化に続くシグナル伝達を阻害し、抗腫瘍効果を発
揮する。 
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イマチニブは、今世紀初めの導入以来長期間にわたる臨床データが蓄積され、
現在でも標準治療薬として使用されている。一方、治療の当初あるいは途中か
らイマチニブに抵抗性を示す症例が 15～20%存在し、このようなイマチニブ抵抗
例や副作用で継続使用できない不耐容例には第 2 世代 TKI であるニロチニブま
たはダサチニブ、ボスチニブが投与される[10]。ニロチニブはイマチニブと同
様、BCR-ABL融合蛋白質に ATPと競合的に結合することでキナーゼ活性を阻害す
るが、イマチニブより ABL キナーゼに対し高い親和性と選択性を有し、イマチ
ニブ感受性の細胞株に対しては約 20～30 倍の阻害活性を示す[11-12]。日本人
を含む国際共同第 Ⅲ相臨床試験(ENESTND)では、慢性期 CML 患者を対象として
ニロチニブ 300mg および 400mg 1 日 2 回投与(BID)群とイマチニブ 400mg 1 日 1
回投与(QID)の 3 群間で、24 ヶ月時点での細胞遺伝学的完全寛解(Complete 
Cytogenetic Response：CCyR)到達率、分子遺伝学的大寛解(Major Molecular 
Responce: MMR)到達率および分子遺伝学的完全寛解(Complete Molecular 
Response: CMR)を比較検討している。結果は、ニロチニブ 300mg BID 群、ニロ
チニブ 400mg BID群、イマチニブ 400mg QID 群の順に CCyR到達率が 87%、85%、
77%、MMR 到達率が 71%、67%、44%、CMR 到達率が 25%、19%、9%であり、イマチ
ニブに対しニロチニブの効果が有意に優れていた(p<0.0001) [13]。一方ダサチ
ニブは、ATP結合部位への結合様式がイマチニブとは異なり[14]、イマチニブ感
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受性の細胞株に対する増殖阻害活性はイマチニブより約 325 倍高かった[12]。
未治療慢性期 CML 患者に対しダサチニブ 100mg QID とイマチニブ 400mg QID の
有効性と安全性を比較した国際共同第Ⅲ相試験(DASISION)では、24 ヶ月時点の
CCyR 到達率および MMR 到達率、CMR 到達率は、ダサチニブ群、イマチニブ群で
それぞれ CCyR 到達率 86%、82%、MMR 到達率 64%、46%、CMR 到達率 17%、8%であ
り、イマチニブよりもダサチニブの方がより良好な治療効果を有している結果
となった[15]。しかし現在までニロチニブとダサチニブの有効性を直接比較検
討した報告はなく、それぞれの特徴 [16](表 1)や患者の合併症・生活様式など
を考慮して使い分けを行う。 
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表 1 各 TKIの特徴 
(血液専門医テキストより改変) 
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TKIにより劇的に CML患者の予後は改善された[13、15、17]ものの、依然一部
に TKI 抵抗例が認められており、その原因として以下のような機序が示唆され
ている[12、18-19](表 2)。しかし、これらだけでは説明がつかない症例もあり、
TKI抵抗性の原因が全て解明されたわけではない。 
 
表 2 TKI抵抗性を生じる要因 
 薬物体内動態や細胞内濃度の個人差 
 BCR-ABL遺伝子の増幅、あるいは BCR-ABL mRNAの過剰発現 
 Ablキナーゼドメインのアミノ酸変異に伴う ATP結合部位近傍の構造変化 
 付加的染色体異常あるいは他の遺伝子異常の合併 
 抗がん剤耐性獲得の共通メカニズムである ABC トランスポーターによる排
泄更新 
 骨髄ニッチとの相互作用による CML幹細胞のアポトーシス回避 
 服薬コンプライアンスの問題 
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CML幹細胞は Ph染色体陽性の CD34+CD38-細胞分画に存在することが知られて
おり、正常造血同様のヒエラルキーの中でその頂点に位置し自己複製能と増殖
能を有する (図 4)一方、TKI治療に抵抗性を示す[20-27]。近年、診断時の CML
幹細胞はイマチニブとダサチニブを含む TKIによる治療効果と相関し、CML幹細
胞が多い症例(CD34+CD38-細胞分画における BCR-ABL 融合シグナル陽性率＞
79％)ほど CCyR および MMR の到達率が低くなるというデータが報告され[28]、
TKI治療の効果予測因子となる可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 白血病幹細胞の成り立ち 
造血幹細胞および前駆細胞に BCR-ABL融合遺伝子による遺伝子異常が加
わることで CMLを発症する。 
 
遺伝子異常(BCR-ABL融合遺伝子) 
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 治療初期より TKI 抵抗性を示す原因のひとつとして、BIMの遺伝子多型が TKI
反応性に影響を及ぼすことも報告されている[29]。BIM 遺伝子は BCL211 とも言
われ、その遺伝子産物、BIM蛋白質は BCL2ファミリーに属する BH3-only protein
の 1 つである。BCL2 ファミリーはアポトーシス制御において重要な役割を担っ
ており、アポトーシス誘導性と抵抗性という異なる機能を有する遺伝子を含む
が、BIM はアポトーシス誘導遺伝子に属する。BIM遺伝子は 2番染色体上に存在
し、第 2 イントロン内に 2903 bp を欠失した遺伝子多型が存在する(図 5)。こ
の多型は人種差があり、アジア系の約 10%に存在するが、アングロサクソン系に
はない[29]。これまで TKI を治療薬に用いる他の悪性腫瘍、とりわけ上皮成長
因子受容体(Epidermal Growth Factor Receptor:EGFR)遺伝子変異を有した肺が
んに対する治療効果と BIM の遺伝子多型に関する研究は多くなされており、遺
伝子多型を有する症例の方が無増悪生存期間が短縮することが報告されている
[29-30]。CML において BIM の遺伝子多型の有無と予後との相関を検討した報告
は少ないものの、TKI による Ph クローンのアポトーシス誘導には BIM 蛋白質の
発現上昇が必要であることが知られている[31-33]。また BIM 蛋白質には mRNA
のスプライシングによりいくつかのアイソフォームが存在し、通常アポトーシ
スに必要な BH3蛋白質をコードするエクソン 4を含んだ BIM-EL、L、Sの 3つが
大半を占めているが、欠失多型の症例ではエクソン 4を含まない BIM-γが主流
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となっているため、TKI により ABLキナーゼ活性が抑制されても Phクローンは
アポトーシス抵抗性となるとされている[29]。 
 
 
 
 
 
図 5 BIM遺伝子の染色体上の位置 
BIM 遺伝子は 2 番染色体上に存在し、遺伝子多型では第 2 イントロン内
の 2903 bp を欠失している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 BIM蛋白質のアイソフォーム 
    BIM蛋白質にはいくつかのアイソフォームが存在するが、遺伝子多型の 
症例では Exon4 を含まない BIM-γが主体となっている。 
Exon1 Exon2A Exon2B Exon2C Exon4 Exon5 
BIM-EL 
Exon1 Exon2A Exon2C Exon4 Exon5 
BIM-L 
Exon1 Exon2A Exon2C
C 
Exon3 
BIM-γ 
Exon1 Exon2A Exon4 Exon5 
BIM-S 
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TKI治療の効果は血液学的効果(Hematologic Response：HR）、細胞遺伝学的効
果(Cytogenetic Response：CyR)、分子遺伝学的効果(Molecular Response：MR)
の 3段階の基準で評価する(表 3)。CyR は分裂期骨髄細胞を用いた染色体検査以
外に末梢血有核細胞を対象とする蛍光 in situ ハイブリダイゼーション法
（fluorescence in situ hybridization：FISH）による BCR-ABL 融合シグナル
陽性率(Ph 陽性率)(%)でも判定できる。MR は末梢血有核細胞から抽出した RNA
を用いた定量的逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（RQ-PCR）法により判定する。
BCR-ABL mRNAとABL mRNAのコピー数の比率を計測し、国際標準法(International 
Scale: IS)に従って補正後 BCR-ABLIS として表記する方法に統一されつつある。
現行の治療ガイドラインでは、治療開始後 3 カ月までに BCR/ABLIS≦10％または
Partial CyR、、6カ月までに BCR-ABLIS ＜ 1％または CCyR、12 カ月までに MMR、
それ以後は BCR/ABLIS≦0.1％を維持することが達成すべき基準となっている
[34]。 
 
 
 
 
 
 
 16 
治療効果の判定基準（表 3） 
 
<血液学的効果(HR) > 
以下のすべての項目に該当した場合 
 血小板数＜450,000/μL 
 白血球数＜10,000/μL 
 白血球分画に幼弱顆粒球がみられず、かつ好塩基球比率＜5％ 
 触知可能な脾腫なし 
 
 
<細胞遺伝学的効果(CyR)> 
  
骨髄中の Ph 染色体陽性率(%) 
または 
末梢血中の BCR-ABL陽性率(%) 
Major(MCyR) 
  Complete(CCyR) 
  Partial(PCyR) 
 
 
 
     0 〜35％ 
         0％ 
    1 〜35％ 
Minor CyR 
 
   36 〜65％ 
Minimal CyR  
 
66 ～95％ 
No response 
 
＞95％ 
 
 
<分子遺伝学的効果(MR)> 
Major MR BCR-ABLIS＊ ≦ 0.1％ 
MR4.0 
 
BCR-ABLIS＊ ≦ 0.01％     または 
ABL遺伝子 cDNA ＞ 10,000 コピー中未検出 
MR4.5 
(Complete MR:CMR) 
BCR-ABL IS＊ ≦ 0.0032％  または  
ABL遺伝子 cDNA ＞ 32,000 コピー中未検出 
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近年、BCR-ABL 遺伝子が検出感度以下となる分子遺伝学的完全寛解(CMR)に関
する研究が多く行われており、MMR 到達群の中でも CMR到達群の方が無再発生存
率(relapse-free survival: RFS)において優れており、また、より早期に MMR
に到達した群の方が CMRを達成する率が高いことが報告された[35-36]。このこ
とから血液中に残った微小残存病変（Minimal Residual Disease：MRD）を測定
することは必要不可欠であり、TKI 治療における最終目標となる無治療寛解を目
指す上でも、より高感度な MRD の測定法が必要とされる。現在 MRD の評価方法
として用いられている RQ-PCR法は治療効果を判定する上で非常に有用であるも
のの、その材料として RNA を用いることから、安定性の面で結果に影響を及ぼ
す可能性がある。また検査は複数の操作手順から構成されており、最良の結果
を得るためにはそれぞれの手順を至適条件で行う必要がある。機関別の測定デ
ータの差異をなくすべく、国際標準法(IS)が定められているが、2015 年 4 月ま
でこの検査は保険適応外であったことや検査の施行に要する血液量が多いこと、
また偽陽性の可能性が少なからず存在することが難点であった。 
 
以上のことから、今回私は未治療慢性期 CML 患者を対象として、ニロチニブ
による治療効果に影響を及ぼしうる因子の検討およびより感度が高く、安定な
データを得られる MRD の評価方法を考案した。 
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3．目的 
診断時 CML 幹細胞量および BIM 遺伝子多型が初発慢性期 CML 患者におけるニ
ロチニブによる治療効果に及ぼす影響の解析および、RQ-PCR 法による従来の測
定方法よりも高感度な MRDの評価方法の開発を目的とした。 
 
3-1 未治療慢性期 CML患者を対象としたニロチニブによる治療効果に影響を及
ぼす因子の解析 
 
3-1-1 ニロチニブによる治療効果に CML 幹細胞の及ぼす影響の解析 
 診断時 CML 幹細胞量は、治療前の白血球数や赤血球数などの血液検査データ
ならびに TKI による治療効果との間に相関があると報告されている[28]。そこ
で診断時の患者骨髄液を用いて CML幹細胞の定量化を行い、CML幹細胞数が診断
時血液所見およびニロチニブによる治療効果に及ぼす影響について検討した。
同様に、CML幹細胞の算出に要する CD34+細胞数および CD34+CD38-細胞における
Ph 陽性率と、診断時血液所見およびニロチニブによる治療効果との相関を解析
した。 
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3-1-2 BIM 遺伝子多型の解析 
 対象患者における BIM 遺伝子多型の有無および遺伝子多型がニロチニブによ
る治療効果に及ぼす影響について検討した。 
 
3-2 MRD の新たな評価方法の開発 
TKI 等により治療中の 4 例の慢性期 CML 患者を対象に、RQ-PCR 法よりも高感
度な MRDの評価方法を考案し、その有用性を検討した。 
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4．方法 
4—1 臨床試験の付随研究における解析  
未公表(１年以内に出版予定) 
 
4-2 DNA-PCR による MRD 定量法の開発 
 未公表(１年以内に出版予定) 
 
4-3 DNA の抽出 
全ての DNA は患者骨髄液及び末梢血あるいは細胞株より、DNeasy Blood & 
Tissue Kit(Qiagen、Hilden、Germany)を用いて抽出した。 
 
4-4 電気泳動 
 分離用単体として 0.04Mトリス酢酸と 0.001M EDTAを溶解したトリス酢酸溶
液に 1％アガロースゲルを添加したものを、バッファーとして分離用単体に用い
たものと同じトリス酢酸溶液を、分子量マーカーとして 1kb DNA Ladder 
RTU(GeneDirex)を使用し、PCRにて得られた増幅産物の電気泳動を行った。泳動
後 1μg/mlの臭化エチジウムで染色した後 UV照射装置にてバンドの確認を行っ
た。 
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4-5 統計処理 
すべての統計処理は EZR ソフトウェアをもとに Mann-Whitney U 検定を用いて
解析を行い、P 値が 0.05 未満のものを有意と判定した。また相関係数(:R)には
Spearmanの順位相関相関係数を用いた。 
 
4-6 プライマー塩基配列 
BIM-F: 5-CATAAATACCACAGAGGCCCACAG-3 
BIM-R: 5-GCCTGAAGGTGCTGAGAAAGCATG-3 
Pt.1-F:5’-ACCACGGGACACCTCTGAC-3’ 
Pt.1-R:5’-GCGCAATCAGAGAAGAAAATC-3’ 
Pt.2-F:5’-TCCCAGGGTTTCCTGTCATA-3’ 
    Pt.2-R:5’-GGAAAAGGGGCTTATTTCTGG-3’ 
  Pt.3-F:5’-CCCAAACCAAACCTATTATTCA-3’ 
Pt.3-R:5’-CAATTGTGGAGTTCATGAGATTAAA-3’ 
 Pt.4-F:5’-TTCACGCCAGACCACAATTA-3’ 
  Pt.4-R:5’-TTTTCAACTACAAATGGAACATTCA-3’ 
    BCR-F:5’-TCCCAGGGTTTCCTGTCATA-3’ 
BCR-R:5’-GGAAAAGGGGCTTATTTCTGG-3’ 
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5 結果 
未公表(１年以内に出版予定) 
 
6 考察 
未公表(１年以内に出版予定) 
 
7 結論と今後の展望 
 これまで CML 幹細胞は診断時の白血球数や貧血と相関することが報告されて
おり、本研究においても同様の結果が示された。一方、TKIによる治療効果にお
いては CML 幹細胞数による有意差は認められなかったものの、より細胞数の少
ない症例の方が早期に MMRを達成する可能性が考えられた。 
 BIMの遺伝子多型によるTKI抵抗性の研究は他の悪性腫瘍においては研究が進
められているが、CML に関する報告は少ない。今回治療効果との相関は示すこと
ができなかったが、今後の症例数の増加を待って再度解析し、TKI における抵抗
性が示唆された場合には、治療方針を決定する上で重要な因子となる可能性が
あると考えられた。 
 今回考案した CML における MRD の評価方法は、その正確性及び感度の面から
有用であると考えられた。また無治療寛解時や移植後のモニターおよび TKI 治
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療患者における治療中止の判断としての有用性が示唆された。 
また本研究は、ゲノム情報にもとづくオーダーメイド医療の一環として位置
づけられ、従来法とは異なった特徴を有するMRDの評価方法の有用性を示すこ
とによって、CML治療への貢献が期待された。 
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